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摘  要 

















利用各种纯化方法，纯化了NS1 (74-215) & p85βiSH2，P110α-abd和p85βiSH2两者
复合物，NS1 (74-215) & p85βiSH2 & P110α-abd三者复合物，并进行了初步晶体生
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Abstract 
Influenza viruses were named Orthomyxoviridae because of their ability to bind to 
mucus and to distinguish them from another family of enveloped negative-stranded RNA 
virus. It can infect a wide variety of avain species, humans and several other mammalian 
species, including swine and horse. It causes acute resparitory disease even death. NS1, 
that is a non-structual protein, plays an important role in the infection, contributing to the 
pathogenesis and virulence during infection. All of these functions of NS1 rely on its 
ability to participate in a multple protein–protein and protein–RNA interactions. For 
example,binding to iSH2 domain of p85β stimulates the PI3K/Akt signaling pathway.             
In this research, we work to solve the complex structure of NS1/p85β iSH2 domain  
through structure biology methods  to  clarify the functional mechanism of NS1/ p85β 
iSH2 domain which participates in PI3K/Akt signaling pathway. 
In this dissertation,we cloned the genes of NS1 (1-73)，NS1 (74-215)，P110α-abd & 
p85βiSH2 into pET28a plasimid and then 6HIS-tagged NS1 (74-215)，P110α-abd & 
p85βiSH2 were expressed in E.coli. Recombinant protein was Ni2+ affinity column. 
Further purification of complex was carried out by Ion Change Chromatography and 
Molecular Exclusion Chromatography. Crystals were grown by the sitting vapor 
diffusion method.  
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1 前言 
1.1 流感病毒 







毒能感染可感染多种动物 , 包括人 , 猪、马、各种海洋动物及禽类，引起一种急性
呼吸道传染病—流感。 
20世纪全球共发生过4 次流感大暴发：1918 年 “西班牙流感 (H1N1 型 ) ”, 
1957年 “亚洲流感 (H2N2型 ) ”, 1968年 “香港流感 (H3N2型 ) ”以及 1977年 
“俄罗斯流感 (H1N1型 ) ”，其中1918年的流感灾难造成大约2-4千万人死亡，同
时，全球每年仍有大量人群因流感而死亡。此外，流感病毒引发禽类流感，导致的
大量动物死亡还造成人类的经济上的巨大损失。研究表明，流感病病毒存在种属特
异性 , 因此人们曾认为人类不能感染禽流感病毒，直到1997 年以后, 人们才意识到, 
高致病性禽流感( HPAI ) 病毒H5N1 亚型也具有人畜共患的能力。目前, 已报告的
人禽流感病毒H5N1 感染病例的死亡率( CFR ) 约为60% ( WHO , 2007) 。H5N1 已
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数据来源于A型流感病毒。 
 
1.2.1 非结构蛋白 NS1A 
A型流感病毒(influenza A virus)基因组的第 8节段编码 2种蛋白,即非结构蛋
白(non-structural protein,NS蛋白)1和 2（图1-1）。近来，NS2(NEP)蛋白已经被发现
在病毒粒子中存在 [2,3]。NS1蛋白大约为26Kd，含有202-237个氨基酸，包括 2个功










Fig. 1-1   Arrangement of the NSl and nuclear export protein(NEP) mRNAs of the 
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图1-3 A型流感病毒NS1的胞内蛋白结合位点（引自文献[48]） 
Fig1-3 Binding sites of cellular proteins on the domains of the NS1A protein 
 





   图1-4 NS1A (1–73)与dsRNA的复合物结构（引自文献[49]） 
Fig1-4. Model of the NS1A (1–73)-dsRNA complex 
 
通过形成NS1A-dsRNA复合物（图1-4），流感病毒首先能够抑制依赖于双链RNA




















IFN- /β的合成。  
其次，该结构域还参与抑制诸如：TNF-α,IL6, 趋化因子配体3（CCL3）, MIP-
α, IL 1βand IL18等细胞致炎因子前体。NS1A的N端和c端都参与调节受感染的巨噬
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图1-5 NSIA的C端结构域（引自文献[20]） 
Fig1-5 Model of the effector domain dimer of NSIA protein 
 
1.3.1 PI3K/Akt 信号通路的概述 
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